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摘要 :目的 评价 合用 京 大 戟 提取 物 对 紫杉醇 经 大 鼠 不 同 肠 段 透 过 性 和 口服 生物 利用 度 的 影响 。 方 法 分 别 采用 体外 Ussing 
Chamber 实 验 和 大 鼠 如 vizo 实 验 ,选用 P- 糖 蛋白 (P-gp) 抑 制剂 维 拉 帕 米 为 阳性 对 照 , 对 比 京 大 戟 提取 物 对 紫杉醇 经 不 同 肠 段 透 
过 的 差异 性 和 口服 生物 利用 度 评价 。 紫 杉 醇 的 体外 透 过 液 和 血 药 浓度 分 别 用 HPLC 方 法 和 LC-MS/MS 方法 进行 测定 。 结 果 
Ussing Chamber 实 验 中 , 京 大 戟 组 紫杉醇 经 空肠 .回肠 粘膜 透 过 时 ,吸收 方向 转运 (M-S) 和 分 泌 方 向 转运 (S-M) 与 阳性 对 照 组 和 
空白 组 比较 , 表 观 渗透 系数 (Papp) 均 有 显著 性 差异 (P<0.05), 但 在 结肠 S-M 组 与 空白 组 相 比 没有 显著 性 差异 (P>0.05)。 表 明 京 
大 戟 提取 物 能 提高 紫杉醇 经 肠 粘膜 的 透 过 性 ,其 作用 主要 发 生 在 空肠 .回肠 段 。 大 鼠 阅 wzzo 实 验 结果 显示 ,合用 京 大 戟 提取 物 
后 ,紫杉醇 的 药 时 曲线 下 面积 (AUC) 和 最 高 血浆 浓度 (Cs) 的 平均 值 显 著 大 于 空白 组 ,明显 大 于 阳性 对 照 组 。 京 大 戟 组 紫杉醇 
的 绝对 生物 利用 度 (AB%) 为 7.63%, 是 空白 对 照 组 的 2.7 倍 ,阳性 对 照 组 的 1.8 倍 。 结 论 合用 京 大 戟 提取 物 ,能 显著 提高 紫杉醇 
经 肠 道 的 吸收 ,在 一 定 程度 上 能 促进 紫杉醇 的 口服 生物 利用 度 。 

关键 词 : 紫 杉 醇 ; 京 大 哄 ;P- 糖 蛋白 ;Ussing Chamber; 透 过 ;生物 利用 度 


Effect of Radix euphorbiae pekinensis extract on bioavailability of paclitaxel after their 
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Abstract: Objective To evaluate the effect of Radix euphorbiae pekinensis extract on the permeability and bioavailability of 
paclitaxel co-administered orally. Methods Based on Ussing Chamber and in vivo experiment, the permeability and 
bioavailability of paclitaxel were evaluated after oral co-administration with radix euphorbiae pekinensis in rats. The contents 
of paclitaxel in the permeates and the blood samples were determined using HPLC and LC-MS/MS method, respectively. 
Results Im Radix euphorbiae pekinensis co-administration group, the Papp of the mucosal-to-serosal (M-S) transport or 
serosal-to-mucosal transport (S-M) of paclitaxel in the jejunum or ileum segment differed significantly from those in verapamil 
co-administration group and blank control group (P<0.05), but the Papp of S-M transport in the colon showed no significant 
difference from that in the blank control group. In the blank group, the average absolute bioavailability (AB%) of orally 
administered paclitaxel was only 2.81%, compared to that of 7.63% in radix euphorbiae pekinensis group. The average AB% in 
verapamil group was about 1.5 times that of the blank group. Conclusion Co-administration of Radix euphorbiae pekinensis 
extract can increase the bioavailability of orally administered paclitaxel. 

Key words: paclitaxel; Radix euphorbiae pekinensis; P-glycoprotein; Ussing chamber; permeability; oral bioavailability 


紫杉醇 具有 广 谱 抗 肿瘤 活性 ,目前 临床 应 用 的 主要 


中 的 溶解 性 差 以 及 P-gp 对 它 的 外 排 作用 ,因此 ,采用 


是 以 聚 氧 乙 烯 曹 麻油 和 乙醇 (1:1,w/w) 作 为 溶剂 的 紫 
杉 醇 注射 剂 汪 ,而 聚 氧 乙烯 曹 麻油 (cremophor EL ) 容 易 
引起 聚 氧 乙 烯 (PVC) 输 液 袋 和 管材 等 的 泄露 > 以 及 急性 


口服 可 增加 紫杉醇 吸收 的 P- 糖 蛋白 (P-gp) 抑 制剂 , 仍 是 
研究 的 热点 之 一 "。 目 前 ,经 典 的 P-gp 抑 制剂 ,例如 维 
拉 帕 米 . 奎 尼 丁 ` 环 孢 菌 素 A 等 ,都 具有 非常 显著 的 药理 


过 敏 反应 ”, 使 紫杉醇 的 临床 应 用 受到 限制 。 因 此 , 紫 杉 
醇 口 服 制剂 ,成 为 近年 来 研究 的 热点 。 由 于 紫杉醇 在 水 
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学 活性 和 严重 的 毒 副作用 ,并 日 给 药剂 量 较 大 才能 发 挥 
P-gp 抑制 作用 ,因此 应 用 受到 限制 。 

紫杉醇 合用 20(s)- 人 参 时 并 和 水 飞 列 素 , 可 以 提高 
其 口服 生物 利用 度 一。 我 们 在 甘草 与 反 药 配伍 对 P- 糖 
蛋白 影响 的 相关 研究 中 发 现 , 京 大 戟 对 P-gp 和 癌 细 胞 
DNA 合成 有 抑制 作用 *。 因 此 ,本 研究 观察 合用 京 大 
戟 提取 物 对 紫杉醇 经 不 同 肠 段 透 过 性 的 差异 和 对 口服 
生物 利用 度 的 影响 ,期 望 为 开发 京 大 戟 作为 P-gp 的 抑 
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制剂 和 提高 紫杉醇 的 口服 吸收 获得 更 多 的 实验 证 据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 

紫杉醇 对 照 品 (中 国药 品 生物 制品 检定 所 ， 
100382-200301) ;多 烯 紫 杉 醇 对 照 品 (Sigma-Aldrich,， 
1425738V); 乙 且 为 一 级 色谱 纯 ( 德 国 Merck 公 司 ,批号 
304013) ; 甲醇 为 一 级 色谱 纯 ( 德 国 Merck 公 司 ,批号 
304013) ;水 为 超 纯 水 ,甲醇 和 超 纯 水 超声 脱 气 , 封 好 备 
用 ;其 他 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 。 

京 大 戟 购 自 广 东 广 弘 药材 有 限 公司 ,经 南方 医科 大 
学 中 西医 结合 学 院 张宏伟 副教授 鉴定 为 京 大 残 
(Euphorbia pekinensis Rupr )。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 紫杉醇 体外 透 过 液 的 HPLC 检 测 方法 

检测 器 为 紫外 检测 器 (SPD-20A) ,色谱 柱 
AsgilentC18(250 mmx4.6 mm,5 hum) , 进 样 量 为 20 hL。 
流动 相 : 甲 醇 - 水 (65:35) ,流速 :0.8 mL/min, 分 析 时 间 : 
10 min ,检测 波长 :227 nm。 
1.3 对 照 品 和 供 试 液 的 配制 
1.3.1 紫杉醇 对 照 品 溶液 的 配制 精密 称 取 紫 杉 醇 对 照 
品 10 mg, 用 甲醇 溶解 定 容 至 100 mL, 得 到 100 hg/mL 
的 紫杉醇 对 照 品 储备 液 。 用 Hepe-Tris 依次 稀释 储备 
液 ,得 到 浓度 分 别 为 1000.750.500.250.100.10 ng/mL 的 
对 照 品 溶液 系列 。 
1.3.2 Hepes-Tris 缓 冲 液 的 配制 ( 现 配 现 用 ) 按 文献 吓 
的 方法 配置 。 
1.3.3 紫杉醇 供 试 液 的 配制 精密 称 取 紫杉醇 50 mg, 用 
乙醇 溶解 稀释 至 10 mL, 得 到 5 mg/mL 储备 液 ,精密 量 
1 mL 储备 液 ,用 Hepes-Tiis 缓 冲 液 稀释 至 500 ng/mL, 即 得 
供 试 液 。 
1.4 紫杉醇 的 HPLC 方 法 学 
1.4.1 线性 考察 分 别 取 “1.3.1” 项 下 的 系列 对 照 品 溶液 
各 20 kL 进 样 分 析 , 测 得 紫杉醇 的 线性 范围 是 10~ 
1000 ng/mL ,标准 曲线 回归 方程 为 Y=aX+b,a=52.696， 
b=31.609, R=0.9996。 典 型 的 HPLC 图 谱 如 图 1 所 示 ， 
Hepes-Tris 绥 冲 液 对 紫杉醇 的 测定 没有 干扰 。 
1.4.2 精密 度 试验 取 “1.3.1” 项 下 浓度 分 别 为 1000， 
500,10 ng/mL 的 紫杉醇 对 照 品 溶液 ,各 进 样 5 次 , 进 样 
量 20 pL, 按 方法 中 的 色谱 条 件 测定 ,统计 峰 面 积 ,计算 
相对 标准 偏差 RSD=1.5%; 高 ,中 , 低 3 个 浓度 日 内 日 间 
RSD 均 小 于 3%(n=5) ,精密 度 良 好 。 
1.4.3 重 现 性 实验 取 紫 杉 醇 供 试 液 5 份 , 按 方法 中 的 色 
谱 条 件 测定 ,统计 峰 面 积 ,计算 RSD=1.33%(n=5)。 
1.4.4 回收 率 实验 取 紫 杉 醇 供 试 液 6 份 ,以 其 含量 的 
50% ,100% ,150% ,分 别 精 密 加 入 紫杉醇 对 照 品 溶液 


1 mL, 每 个 含量 2 份 , 再 分 别 精密 加 入 Hepes-Tris 绥 冲 
液 , 按 含量 测定 方法 测定 ,计算 紫杉醇 的 回收 率 , 结 果 平 
均 回 收 率 为 102.45% ,RSD=1.73%。 

1.5 体外 Ussing chamber 方 法 

1.5.1 药 液 配 制 Hepes-Tris 缓 冲 液 的 配制 ( 现 配 现 用 ): 
见 “1.3.2”。 紫 杉 醇 供 试 液 的 配制 : 见 “1.3.3”。 

中 药 供 试 品 制备 : 京 大 工 称 质量 后 加 入 15 倍 量 的 
纯化 水 ,浸泡 90 min 后 前 者 ,以 煮沸 后 60 min 作 为 提取 
时 间 , 考 好 药 液 冷却 后 用 布 氏 漏斗 过 滤 , 虚 液 用 蒸发 和 L 
浓缩 至 每 1 mL 药 液 含 1 g 原 生 药 , 即 得 京 大 戟 提取 物 。 
1.5.2 动物 模型 制备 SD 雄 性 大 鼠 ,随机 分 成 生理 盐水 
空白 对 照 组 . 维 拉 帕 米 阳 性 对 照 组 (15 mg/kg) 和 京 大 戟 
提取 物 组 (1 g/mL,20 mL/kg) 进 行 灌 胃 给 药 造 模 ,2 
次 /d, 连 续 7 d。 灌 胃 给 药 观察 各 组 大 鼠 一 般 情况 ,记录 
大 鼠 每 天 体质 量变 化 。 造 模 结 束 后 ,根据 实验 要 求 ,各 模 
型 组 均 按 下 表 进 行 随机 分 组 ,实验 样本 量 如 下 表 1 所 示 。 
1.5.3 体外 Ussing chamber 实 验 SD 大 鼠 禁 食 16~18 h， 
3% 戊 巴 比 受 钠 (ip,32mg/kg) 麻 醉 , 延 腹 中 线 将 腹部 切 
开 2.5 cm 左右 ,将 小 肠 顶 部 的 5 cm 去 除 ,接着 的 10 cm 
小 肠 作 为 空肠 ,最 后 的 10 cm 作为 回肠 。 大 肠 的 最 初 
2 cm 去 除 ,接着 的 6 cm 作为 结肠 。 分 别 用 生理 盐水 轻 
组 冲洗 干净 , 置 入 冰 浴 的 Hepes-Tris 绥 冲 液 中 通 混合 气 
体 (95% 0::5% CO,) 培 养 。 剪 取 空 肠 3~4 cm, 于 冰 浴 
板 上 迅速 刊 离 浆 膜 侧 的 奖 膜 层 ,将 肠 黏膜 固定 于 扩散 池 
上 ,回肠 及 结肠 的 操作 方法 与 空肠 相同 ,扩散 室 的 有 效 
面积 为 1.78 cm2?。 将 紫杉醇 供 试 液 和 Hepes-Tris 绥 冲 液 
预 热 至 37.5 % , 通 入 混合 气体 (95% 0;: 5% CO,) ， 
37.5 % 恒 温 , 吸 收 方向 试验 时 (M-S) ,在 黏膜 人 出 加 入 紫 
杉 醇 供 试 液 7 mL(50 ug/mL) , 浆 膜 人 出 加 入 7 mL 
Hepes-Tris 绥 冲 液 ;分 泌 方 加 试验 时 (S-MD) , 奖 膜 侧 加 入 
7 mL 紫杉醇 供 试 液 , 严 膜 侧 加 入 7 mL Hepes-Tris 缓 冲 
液 。 分 别 于 15.30.45.60.75.90 和 120 min 在 紫杉醇 供 
试 液 接受 侧 取 样 0.5 mL, 同时 补充 等 体积 同 温度 的 
Hepes-Tris 组 冲 液 。 

1.5.4 结果 的 处 理 将 “1.5.3” 项 下 每 个 样品 HPLC 检 测 
得 到 的 紫杉醇 含量 ,用 下 列 公式 计算 透 过 结 
(1) 累 计 透 过 量 (Qtn) :Qtn =7Ctn+ $0.5Cr -1 


其 中 0.5 和 7 表示 取样 体积 和 加 入 药 液 量 ,分 别 为 
0.5 mL 和 7 mL;Ctn 表 示 给 定时 间 点 接收 室 药物 浓度 ; 

(2) 累 计 透 过 率 :QtyDx100% ,其 中 D 为 给 药剂 量 ; 

(3) 表 观 渗透 系数 (Papp):Papp=(dQ/dt)x(1/AC。)， 
其 中 dQ/dt 表 示 稳 态 时 时 间 - 累 计 透 过 量 线性 回归 所 得 
的 斜率 ,A 为 有 效 渗 透 面积 1.78 cm2?,Co 为 加 入 药 液 侧 初 
始 药物 浓度 。 
1.5.5 统计 学 分 析 实验 结果 采用 SPSS 19.0 软 件 进行 
统计 。 计 量 资料 统计 结果 用 均 数 + 标准 差 表 示 。 对 不 同 
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14 000 Calibration curve of paclitaxel 重复 测量 方差 分 析 。 方 差分 析 具 有 
| 显著 性 差异 时 ,方差 齐 时 采用 SNK 
8000 法 ,不 齐 时 用 Dunnet T3 法 进行 不 同 
> 6000 区 段 间 的 多 重 比较 检测 检验 。 以 Ps< 
， 加 0.05 认 为 差异 有 统计 学 意义 。 
ol | - 1.6 紫杉醇 血 药 浓度 的 LC-MS/MS 
2000 | 的 检测 方法 
000 SO 一 - 


00 1.0 20 30 40 50 60 70 | 


Retention time (min) 


1.6.1 色谱 条 件 色谱 柱 为 Agilent 
SB-Cs(3.5 hm,2.1 mmx150 mm); 流 
动 相 为 甲醇 -0.1% 甲 酸 水 (95:5,v: 
v); 流 速 为 0.3 mL/min; 柱 温 :30 %C。 

1.6.2 质谱 条 件 采用 安捷伦 
MassHunter Optimizer 软件 ,自动 优 
化 得 到 MRM 模 式 下 ,离子 源 为 电 噬 
雾 离 子 源 (ESI 源 );Vcap 毛细 管 电压 
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4000 V; 干 燥 气 温度 350 %C; 雾 化 气压 
力 30 psi; 干 燥 气 流速 10 L/min。 
1.6.3 质谱 分 析 在 QI 全 扫描 模式 
下 ,紫杉醇 和 多 烯 紫 杉 醇 (内 标 ) 的 碰 
童 能 量 (CE) 都 为 22 eV ;裂解 电压 分 
别 为 250 eV 和 210 eV。 紫 杉 醇 母 核 
质 荷 比 为 (m/z)876.3 ,最 大 离子 碎片 
m/z=308。 多 烯 紫 杉 醇 母 核 质 停 比 
为 (nvz)830.3, 最 大 离子 碎片 m/z= 
cC ”549.1, 扫 描 时 间 1.5 min。 
1.7 血浆 标准 品 的 制备 
精密 量 取 大 和 鼠 空 白 血 浆 100 pL， 
分 别 精密 加 入 1.1、2.2、55 .220 .550、 


目 E 喜 DA 
Figl HPLC graphs of paclitaxel in different conditions. A: Blank; B: Sample; C: Standard. 1100 ng/mL. 的 紫杉醇 对 照 品 咨 液 


表 1 每 模型 组 实验 样本 量 


Tab.1 The sample size in each group 


serosal-to- mucosal-to 


mucosal -Serosal Oral Intravenous Total 
(S-M) (M-S) 

Control group 
(NS0.9% w/v, 9 5 5 5 15 
20 mL/kg) 
Verapamil group 
(15 mg/kg) 5 5 5 3 15 
Radix Euphorbiae 
Pekinensis group 
(1 g/mL, 5 5 3 3 15 
20 mL/kg) 


Total 15 15 15 15 60 


区 段 的 M-S 和 S-M 方 向 Papp 分 别 进行 析 因 设计 的 方差 
分 析 , 对 不 同 区 段 的 M-S 和 S-M 方 向 的 累计 透 过 量 用 


(制备 方法 同 “1.3.1”) 各 100 pL, 并 

加 入 相同 体积 的 100 ng/mL 的 多 烯 
紫杉醇 内 标 溶液 ,保存 于 4 "环境 中 。 使 用 前 室温 放置 
复 温 , 加 入 2 mL 乙酸 乙 酯 -二 氧 甲烷 - 乙 有 睛 (4:1: 1), 涡 旋 
2 min 后 15 000 r/min 离心 20 min, 取 上 清 液 2 mL 用 氮 
气 挥 干 ,残渣 加 入 0.1 mL 流动 相 复 溶 , 0.45 um 微 孔 滤 
膜 过 滤 后 ,用 高 效 液 相 质谱 检测 。 
1.8 紫杉醇 LC-MSVMS 方法 学 考察 
1.8.1 标准 曲线 的 制备 和 线性 范围 以 待 测 物 浓度 为 横 
坐标 , 待 测 物 与 内 标 物 的 峰 面 积 比值 为 纵 坐 标 , 求 得 紫 
杉 醇 的 直线 回归 方程 为 y=0.0059x+0.0181,7?=0.9975 
(n=6) ,根据 标准 曲线 ,方法 线性 范围 在 0.55~550 ngjmL。 
此 方法 的 最 低 定量 限 为 0.55 ng/mL (S/N>10) ,此 浓度 
适合 于 口服 紫杉醇 时 ,大 鼠 血 浆 浓 度 较 低 的 检测 分 析 。 
1.8.2 提取 回收 率 精密 量 取 大 鼠 空 白 血 浆 100 pL， 
按 “1.7” 项 下 的 方法 分 别 制备 血浆 浓度 为 1.1、110、 
550 ng/mL 的 低 .中 高 3 个 浓度 的 紫杉醇 QC 样 品 。 
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紫杉醇 在 3 个 质 控 浓度 检测 下 的 提取 回收 率 为 
79.32% ,77.54% 及 78.64%。 而 内 标的 回收 率 为 70.19%。 
上 述 结果 表明 ,紫杉醇 及 内 标的 回收 率 前 后 一 致 性 良好 
并 且 没 有 浓度 依赖 性 。 

1.9 精密 度 和 准确 度 取 “1.8.2” 项 中 的 3 个 浓度 紫杉醇 
QC 样品 各 5 份 ,验证 方法 的 精密 度 和 准确 度 。 日 内 精 
密度 分 别 为 2.68%,3.05%,2.13%, 日 间 精 密度 分 别 为 : 
6.54% , 4.72% , 3.15% , RSD<15% 。 准 确 度 范围 为 
2.13% 到 6.54%。 从 这 些 数据 可 知 ,此 方法 学 达到 了 准 
确 度 及 精密 度 的 标准 。 

1.9.1 稳定 性 试验 中 考察 了 含有 紫杉醇 血液 样本 的 室 
温 稳定 性 ,样本 的 处 理 液 稳定 性 ,以 及 反复 冻 融 稳定 
性 。 结 果 显示 在 上 述 考察 条 件 下 ,3 个 浓度 无 显著 变化 ， 
RSD<10% ,符合 稳定 性 要 求 。 

1.9.2 介质 效应 考察 根据 文献 报道 ”的 方法 ,进行 介 
质 效应 考察 。3 个 浓度 的 介质 效应 分 别 为 101.13% 、 
98.79% .98.27%。 内 标的 介质 效应 按 相同 方法 进行 考 
察 ,100 ng/mL 浓 度 时 为 98.56%。 

1.10 体内 in vwivo 方 法 

1.10.1 实验 动物 的 准备 同 “1.5.2” 项 。 

SD 大 鼠 禁 食 16~18 h,3% 戊 巴 比 妥 钠 (ip,32 mg/kg) 
麻醉 。 口 服 给 药 组 按 体质 量 灌 胃 紫杉醇 ( 聚 乙 烽 曹 麻 
油 :无 水 乙醇 =1:1,ww,1 mg/mL,20 mg/kg)。 分别 于 给 
药 后 20.40.60.80.120.180.240.360.480.600.720 min 
于 绒 静 脉 取 血 置 肝 素 抗 凝 离心 管 中 ,8000 r/min 离心 
5 min 后 取 上 清 液 于 冰箱 中 保存 。 注 射 给 药 组 于 尾 静 脉 
注射 紫杉醇 (6 mg/kg) ,分 别 于 注射 后 1.5、10、15 30、 
60.90.120.240.360.480.600.720 min 于 颈 静 脉 取 血 ， 
血样 处 理 方法 同 口服 给 药 组 。 

1.10.2 血液 样品 的 处 理 取 “1.10.1” 项 中 上 清 液 室温 放 
置 复 温 ,分 别 精 密 量 取 100 pL 于 离心 管 中 , 各 加 入 100 pL 
内 标 溶液 ,2 mL 乙酸 乙 酯 -二 氧 甲烷 - 乙 有 睛 (4:1:1) , 涡 
旋 2 min 后 15 000 r/min 离心 20 min, 取 上 清 液 2 mL 用 
氮气 挥 干 , 残 漆 加 入 0.1 mL 流动 相 复 深 ,0.45 pm 微 孔 
滤 膜 过 滤 后 ,用 高 效 液 相 质谱 检测 。 

1.10.3 数据 处 理 将 所 测 得 数据 用 Excel 软 件 进行 处 
理 , 根 据 标准 曲线 得 到 各 个 时 间 点 的 药物 浓度 ,用 
Winnonlin 软件 计算 最 高 血浆 浓度 Ci、 达到 最 高 浓度 
时 间 Ts. 曲线 下 面积 AUCozom 等 血 药 浓度 参数 。 根 据 
下 列 公式 计算 绝对 生物 利用 度 (AB,%) 和 相对 生物 利 
用 度 (RB ,% )。 

(1)AB(%)=(AUC,,/AUC:;, )x(D;./D,, )x100 

其 中 :AUC,。 和 AUG, 为 口服 给 药 和 注射 给 药 后 的 
曲线 下 面积 AUC,D,. 和 D,. 为 注射 和 口服 的 给 药剂 量 ; 

(2)RB(%)= AUC/AUC.x100 

其 中 :AUC. 和 AUC; 分 别 为 京 大 戟 提取 物 组 t 和 阳 


性 对 照 组 r 曲 线 下 面积 AUC。 

1.10.4 统计 分 析 采用 SPSS 19.0 统 计 软 件 进行 统计 分 
析 ,实验 结果 用 平均 值 + 标 准 差 表 示 ,紫杉醇 浓度 与 峰 面 
积 的 关系 用 线性 回归 (Linear Regression) 分 析 。 各 组 紫 
杉 醇 吸 收 后 CnsvT AUCozom 的 平均 值 比较 采用 单 向 
方差 分 析 (One-Way ANOVA) ,P<0.05 时 认为 有 统计 学 
差异 。 


2 结果 
2.1 京 大 戟 提取 物 对 紫杉醇 经 肠 道 转运 的 Papp 的 影响 

紫杉醇 经 肠 道 黏膜 透 过 的 累计 渗透 系数 如 图 2 所 
示 , 分 别 表示 大 鼠 灌 胃 生 理 盐水 组 , 维 拉 帕 米 组 , 京 大 戟 
提取 物 组 后 ,紫杉醇 经 大 鼠 空 肠 .回肠 结肠 吸收 方向 转 
运 ( 从 肠 粘 膜 侧 到 浆 腊 侧 ,M-S) 和 分 这 方向 转运 (从 奖 
膜 侧 到 粘膜 出 ,S-M)。 经 空肠 肠 粘 膜 透 过 时 , M-S 组 及 
S-M 组 表 观 渗透 系数 Papp(x10*,cm/s) 分 别 与 空白 组 
(1.70+0.42 和 4.82+0.94) 相 比 , 均 具 有 显著 性 差异 (P< 
0.05); 经 回肠 肠 粘膜 透 过 时 ,分别 与 空白 组 (1.99+0.55 
和 5.81+0.19) 相 比 , 均 具有 显著 性 差异 (P<0.05) ;经 结 
肠 肠 粘 膜 透 过 时 ,分别 与 空白 组 (1.73+0.35 和 2.66 圭 
0.47) 相 比 ,吸收 方向 (M-S) 具 有 显著 性 差异 (P<0.05)， 
分 泥 方 向 (S-M) 不 具有 显著 性 差异 (P=0.060)。 根 据 析 
因 设 计 资料 的 方差 分 析 , 不 同 区 段 间 有 显著 性 差异 (F= 
53.326, P=0.000)。 

结合 多 重 比 较 结果 , 京 大 戟 组 与 空白 对 照 组 和 维 拉 
帕 米 组 比 , 紫 杉 醇 经 空肠 、 回 肠 段 Papp 存 在 显著 性 差 
异 (P=0.000), 而 空肠 、 回 肠 段 组 间 Papp 无 显著 性 差异 
(P=0.142)。 结 肠 与 空肠 .回肠 段 组 间 存 在 显著 性 差异 
(P=0.000)。 
2.2 体内 Jn wvivo 药 动 学 结果 

实验 结果 见 表 2 和 图 3 以 及 图 4。 口服 给 药 后 , 合 
用 京 大 戟 提取 物 组 的 绝对 生物 利用 度 (AB% ) 平 均 为 
7.63% ,是 空白 组 的 2.7 倍 , 维 拉 帕 米 组 的 1.8 倍 。 其 中 
相对 生物 利用 度 (RB% ) 平 均值 最 高 的 是 京 大 戟 组 ,为 
271.75%。 紫 杉 醇 口 服 剂量 相同 时 ,合用 京 大 戟 提取 物 
和 维 拉 帕 米 时 , 比 空白 组 口服 紫杉醇 ,最 大 血 药 浓度 
(Cn) 和 药 -时 曲线 下 面积 (AUC) 均 明显 增加 ,是 空白 组 
的 1 至 3 倍 ,其 中 京 大 戟 提取 物 组 的 作用 最 为 显著 。 
此 ,我 们 认为 通过 合用 京 大 戟 提取 物 可 以 显著 提高 紫 杉 
醇 的 口服 生物 利用 度 , 并 且 能 达到 或 超过 维 拉 帕 米 的 作 
用 效果 ,紫杉醇 口服 制剂 和 P-gp 抑制 剂 合 用 ,可 以 把 京 
大 戟 提取 物 作为 一 个 选择 性 的 药物 。 


3 讨论 
存在 于 肠 上 皮 细 胞 刷 状 缘 膜 中 的 P-gp 能 将 药物 从 
浆 膜 侧 和 泵 回 至 粘膜 侧 而 进入 肠 腔 排出 , 即 如 文中 所 述 的 
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图 2 合用 京 大 戟 提取 物 对 紫杉醇 经 肠 粘 膜 转运 的 Papp 
的 影响 

Fig.2 Effect of combination with Radix Euphorbiae 
Pekinensis extract on the Papp of padlitaxel in the 
intestinal Membranes (Mean+ 5D, n=5). 4: jejunum; B: 
ileum; C: colon. Keys: M-S: Absorptive Transport; S-M: 
Secretory Transport . 


应 用 Ussing Chamber 模 型 获得 药物 的 Papp 

vivo 与 人 口服 吸收 分 数 之 间 存 在 良好 相关 性 "”, 近 年 
在 国外 应 用 较 多 ,特别 为 肠 段 的 分 段 定位 研究 提 

人 供 有 效 人 研究 手段 。 体 内 的 实验 方法 选用 机 


Control group 0.095+0.011 156+53.665 53.405+6.744 2.81 


Verapamil group 0.220+0.016 132+26.833 79.512+13.317 4.18 


Radix 
Euphorbiae 
Pekinensis group 


0.338+0.079 300+84.853 145.13+88.011 7.63 


IV(6mg/kg) 570.09+100.163 ”100 
F 33.327 11.467 64.960 
P 0.000 0.002 0.000 


Each value represents (Mean+SD, n=5). 


分 泥 方 向 ,从 而 降低 药物 的 吸收 , 血 药 浓 度 降 低 ,这 是 受 
P-gp 调控 的 药物 生物 利用 度 降 低 的 主要 原因 之 一 “"。 
P-gp 在 肿瘤 细胞 中 的 表达 ,通过 主动 排出 各 种 肿瘤 化 疗 
药物 而 产生 MDR 表 型 “" ,最 终 引 起 肿瘤 细胞 耐 药 性 。 

到 目前 为 止 , 国 内 外 探讨 肠 粘 膜 P-gp 的 表达 与 中 
药 配 伍 合 理性 之 间 的 研究 较 少 ,文献 仅 报道 了 日 本 学 者 
曾 做 过 小 柴 胡 汤 对 P-gp 表达 影响 的 研究 ,因此 探讨 中 
药 改 变 P-gp 表 达 具 有 一 定 的 学 术 意 义 。 

由 于 京 大 戟 自身 具有 抑制 P-gp 的 作用 ,并 对 多 种 
肿瘤 有 效 , 和 希望 能 够 制 成 耐 药 性 肿瘤 抑制 剂 ,并 通过 合 
用 改善 紫杉醇 的 生物 利用 度 。 这 为 P-gp 抑制 剂 的 研究 及 
提高 紫杉醇 口服 生物 利用 度 提 供 了 更 多 的 设想 和 方向 。 


i vivo 方 法 ,采用 口服 给 药方 式 , 把 动物 的 伤害 降 至 
148 89 最低 ,可 以 避免 实验 手术 时 大 鼠 生 理 现象 的 改变 

以 及 大 鼠 的 加 速 死亡 ,从 而 不 影响 正常 的 血样 采 
27175 ”和 集 和 数据 的 全 面 性 。 


本 实验 充分 考虑 到 血样 检测 方法 的 灵敏 度 
问题 ,分 别 建立 HPLC 和 灵敏 度 更 高 的 LC-MS/ 
MS 方法 ,用 于 检测 体外 透 过 液 中 紫杉醇 含量 和 
体内 血 药 浓 度 。 高 效 液 相 质谱 联 用 建立 血浆 中 
紫杉醇 的 检测 方法 ,样品 分 析 时 间 仅 需 2 min , 方 
法 线性 范围 和 最 低 检测 限 均 适合 于 体内 口服 紫 
杉 醇 时 , 血 药 浓 度 较 低 的 检测 分 析 。 

本 文 研 究 结果 表明 ,合用 京 大 荆 提 取 物 能 明显 促进 
紫杉醇 经 肠 粘 膜 透 过 ,其 作用 主要 表现 在 空肠 和 回肠 
段 ,对 结肠 的 影响 较 小 。 初 步 分 析 , 原 因 可 能 是 京 大 戟 
提取 物 口服 后 ,经 过 胃 及 小 肠 , 大 部 分 已 经 被 吸收 入 血 ， 
而 分 布 到 结肠 部 位 的 药 量 较 少 ,对 P-gp 的 作用 减弱 。 
另外 ,紫杉醇 的 吸收 透 过 除了 受到 P-gp 的 影响 外 ,还 存 
在 着 不 同 部 位 肠 粘 膜 和 肠 壁 厚度 对 其 产生 的 影响 作 
用 。 在 灰 vizo 结 果 中 ,发 现 京 大 工 组 的 药 时 曲线 出 现 双 
峰 , 并 且 达 峰 时 间 延 迟 ,其 原因 可 能 是 京 大 丈 提 取 物 和 
紫杉醇 发 生 了 物理 化 学 作用 ,例如 络 合作 用 和 形成 胶 
束 ,从 而 导致 紫杉醇 的 吸收 延迟 ,并 导致 双 峰 的 出 现 。 
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图 3 紫杉醇 按 6 mg/kg 静 脉 注射 给 药 后 的 药 时 曲线 ， 
每 个 值 均 用 均 数 + 标准 差 表示 


Fig.3 Mean plasma concentration-time profiles of 


Plasma concentration(hg/mL) 


paclitaxel following IV intravenous paclitaxel at a dose 
of 6 mg/kg (Mean+SD). 


一 一 Control 


* Verapamil 


一 Radix euphorbia 
pekinensls 
0.21 
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图 4 紫杉醇 按 20 mg/kg 口服 给 药 后 的 药 时 曲线 ,每 个 值 均 
用 平均 数 + 标准 差 表示 
Fig.4 Mean Plasma concentration-time profiles of 
paclitaxel following oral administration of paclitaxel at a 
dose of 20 mg/kg in different groups (Mean+S5D). 


或 者 是 京 大 戟 提取 物 促使 紫杉醇 发 生 肝 肠 循环 ,经 胆汁 
或 部 分 经 胆汁 排 入 肠 道 后 ,在 肠 道 中 又 重新 被 吸收 ,经 
门静脉 返回 肝脏 ,而 出 现 达 峰 时 间 延 迟 和 双 峰 。 
体内 外 评价 结果 均 表 明 ,合用 京 大 戟 提取 物 后 能 : 

车 增加 紫杉醇 的 口服 生物 利用 度 。 结 果 提示 ,采用 中 药 
提取 物 也 能 达到 西药 P-gp 抑制 剂 相同 的 作用 ,因此 本 
文 为 中 西药 结合 的 研究 发 展 提供 了 一 些 有 价值 的 数 
据 。 但 是 ,如 何 进一步 从 提取 物 中 分 离 出 抑制 P-gp 的 
有 效 单 体 成 分 ,仍然 值得 进一步 研究 。 
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